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RESUMO

Diversas doencas humanas graves sao transmitidas por mosquitos, assim, medidas
de controle desses organismos vem exigindo medidas cada vez mais eficazes.
Contrapondo aos métodos quimicos sintéticos de controle de Culicideos foi realizado
estudo in vivo sobre a capacidade de extratos de Hyptis crenata, em interferir no
desenvolvimento de Culex quiquerfasciatus, organismo modelo (OM), comum em
ambientes urbanos. Portanto, este trabalho teve como objetivo investigar a
capacidade de extratos das folhas e inflorescéncia de H. crenata em controlar o
desenvolvimento de mosquitos potencialmente transmissores de doencgas. Foram
coletadas folhas e inflorescéncias da H. crenata nas imediacdes de Araguatins-TO, as
quais foram secas, estabilizadas, reduzidas a pé e submetidas separadamente a
extracdo em aparelho de Soxhlet, utilizando etanol PA como solvente. O extrato foi
concentrado em evaporador rotativo e caracterizado quimicamente mediante
prospeccao fitoquimica preliminar e cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE.
Um bioensaio com C. quiquefasciatus foi realizado mediante a coleta de larvas com
armadilhas tipo ovitrampas dispostas nos banheiros do espaco de vivéncia do Instituto
Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia do Tocantins — IFTO/Araguatins. As larvas
obtidas foram identificadas e expostas a diferentes concentracfes dos extratos (31,5
— 500 ppm), o que permitiu avaliar a dose letal (DLso), taxas de mortalidade larval e
emergéncia de adultos. Pela prospeccéao fitoquimica foram detectados a presenca de
metabolitos secundarios vegetais importantes no controle de insetos como o0s
compostos fendlicos, taninos e flavonoides, cuja presenca foi confirmada pela
identificagdo em CLAE do acido vanilico, acido siringico no extrato das folhas, bem
como o acido clorogénico, naringenina, naringina e hesperidina no extrato das
inflorescéncias, todos com relatos de atuacédo sobre o papel biolégico avaliado. Pelo
bioensaio foi constatado que as inflorescéncias sdo mais eficientes na mortalidade de
larvas em periodo de 72 horas de exposi¢ao, apresentando uma taxa de mortalidade
larval de 73,33% com uma DLsp=233,32 ppm. Ficou nitido que ambos 0s extratos sao
eficazes no controle da emergéncia de adultos chegando a 100% de inibigao a partir
250 ppm. A integracdo desses resultados com outros disponiveis na literatura sobre
H. crenata revelaram grande potencial de aplicacéo biotecnol6gica desta planta, o que
torna importante a continuidade de pesquisas dessa natureza com a espécie.

Palavras-Chaves: H. crenata. Extrato. Culicideos. Larvicida. C. quinquefasciatus.



ABSTRACT

Several serious human diseases are transmitted by mosquitoes, so measures to
control these organisms are demanding increasingly effective measures. Opposing the
synthetic chemical methods of Culicidae control, an in vivo study was carried out on
the ability of Hyptis crenata extracts to interfere with the development of Culex
quiquerfasciatus, a model organism (OM), common in urban environments. Therefore,
this work aimed to investigate the ability of extracts from leaves and inflorescences of
H. crenata to control the development of mosquitoes potentially transmitting diseases.
Leaves and inflorescences of H. crenata were collected in the vicinity of Araguatins-
TO, which were dried, stabilized, reduced to powder and subjected separately to
extraction in a Soxhlet apparatus, using ethanol PA as solvent. The extract was
concentrated in a rotary evaporator and chemically characterized by preliminary
phytochemical prospection and high performance liquid chromatography — HPLC. A
bioassay with C. quiquefasciatus was carried out by collecting larvae with ovitrap-type
traps placed in the bathrooms of the living space of the Instituto Federal de Educacéo
Ciéncia e Tecnologia do Tocantins — IFTO/Araguatins. The larvae obtained were
identified and exposed to different concentrations of extracts (31.5 — 500 ppm), which
allowed evaluating the lethal dose (LDso), larval mortality rates and emergence of
adults. By phytochemical prospecting, the presence of secondary vegetable
metabolites important in insect control was detected, such as phenolic compounds,
tannins and flavonoids, whose presence was confirmed by the identification in HPLC
of vanillic acid, syringic acid in the extract of the leaves, as well as chlorogenic acid,
naringenin, naringin and hesperidin in the extract of inflorescences, all with reports of
action on the evaluated biological role. By the bioassay it was verified that the
inflorescences are more efficient in the mortality of larvae in a period of 72 hours of
exposure, presenting a larval mortality rate of 73.33% with an LDs0=233.32 ppm. It was
clear that both extracts are effective in controlling the emergence of adults reaching
100% inhibition from 250 ppm. The integration of these results with others available in
the literature on H. crenata revealed great potential for biotechnological application of
this plant, which makes it important to continue research of this nature with the species.

Palavras-Chaves: H. crenata. Extract. Culicidae. larvicide. C. quinquefasciatus.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas humanas graves sao transmitidas por mosquitos, a
exemplo da malaria, encefalite, febre amarela, dengue e filariose (KIM et al., 2002).
Assim medidas de controle desses organismos constitui-se questéo de saude publica,
exigindo medidas cada vez mais eficazes contra muitas espécies com comportamento
adaptado aos ambientes urbanos (BESERRA et al., 2009).

As formas mais usadas de combate aos mosquitos sao basicamente duas,
0 método mecanico, usados pelos agentes de endemias durante as visitas a
peridomicilios, atuando de forma ativa e efetiva na destruicdo dos focos do mosquito
e 0s métodos quimicos, caracterizados pelos inseticidas e larvicidas sintéticos, estes
usados com mais frequéncia, embora possuam componentes toxicos também para o
meio ambiente e a salde humana (AGUIAR, 2011).

Apesar de muito utilizado pelo seu alto rendimento lucrativo, o uso de
produtos quimicos sintéticos tornou-se com o passar do tempo inviavel para evitar a
proliferacdo e disseminacéo de vetores nas areas urbanas, favorecendo a resisténcia
dos insetos a essas substancias o que revela a necessidade na mudanca dos métodos
de controle (PORTO, 2021).

O territorio brasileiro possui uma grande variedade de plantas, com mais
de 46.000 espécies (IBGE, 2021), que em decorréncia de seu processo de adaptacao
aos varios habitats produzem grande variedade de substancias, oriundas,
principalmente, dos metabolismos secundarios, que possuem entre varias funcdes, a
protecdo das plantas contra agente externos, conferindo resisténcia aos vegetais de
diferentes ambientes, fato que tem despertado o interesse por estudos fitoquimicos
com as plantas brasileiras, incluindo a busca por metabdlitos capazes de auxiliar no
controle de insetos de forma segura para o ambiente e as pessoas (SCHERER et al.,
2009).

Sabe-se que muitos produtos naturais de origem vegetal s&o empregados
de forma alternativa no controle de mosquitos, a medida que as plantas se constituem
uma rica fonte de produtos quimicos bioativos (KIM et al., 2002). Assim, a imensa
biodiversidade da flora brasileira e o potencial inseticida de diversas espécies ainda
inexploradas surgem como uma fonte de novos agentes quimicos para o controle de
culicideos (LIMA et al., 2009), sendo uma alternativa eficiente, principalmente por sua
facilidade de obtenc&o e uso nos criadouros (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).
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Ocorrente no ecotono Amazénia-Cerrado, um dos maiores no Brasil, a
familia botanica Lamiaceae, na qual H. crenata esta inclusa, se apresenta como rica
em diversidade de espécies e consequentemente grande promissora para a
exploracdo de bioativos em decorréncia de sua boa adaptacdo nessa regido de
transicao (CARRIJO, 2020).

H. crenata é conhecida popularmente por vereda, pertencente a familia
Lamiaceae, uma planta muito avaliada quanto a composi¢do de seus metabdlitos
secundérios, representando uma alternativa natural no combate a diversas
enfermidades, sendo também utilizada no controle de mosquitos transmissores de
doencas (FURTADO et al., 2005; SANTOS et al., 2022). Esta espécie € de grande
representatividade no bioma cerrado, indicando boa resisténcia aos ataques
insetivoros comuns nestas areas.

Supondo que, o sucesso adaptativo desta planta nesta area esta associado
a producédo de grande diversidade de metabolitos secundarios, foi realizado um estudo
in vivo sobre a capacidade de extratos obtidos das partes abundantes desta espécie,
as folhas e inflorescéncias de interferir no desenvolvimento de mosquitos, tendo como
modelo experimental o C. quinquefasciatus Say, portanto o objetivo deste trabalho foi
investigar a capacidade de extratos das folhas e inflorescéncias de H. crenata em
controlar o desenvolvimento de mosquitos potencialmente transmissores de doencas.

Assim, buscou-se contribuir com o desenvolvimento de um produto natural

acessivel e seguro para o controle de focos de mosquitos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Culicidae: importantes transmissores de doengas

Os culicideos popularmente conhecidos como mosquitos ou pernilongos
sdo insetos que pertencem ao filo Arthropoda, ordem Diptera, classe Insecta,
subordem Nematocera. Tem porte pequeno, em média 6 mm de comprimento, sdo
holometabdlicos com uma fase aquatica e uma fase terrestre (metamorfose completa),
na fase adulta sdo alados com pernas longas e fémeas de habito hematdfago
(SOUZA, 2000; NEVES, 2022).

Com uma distribuigdo global a familia Culicidae possui aproximadamente
3.565 espécies descritas, estando conforme a classificacdo atual dividas em duas
grandes subfamilias (Anophelinae e Culicinae), abrangendo 111 géneros e um total
de 11 tribos (ALMEIDA, 2011; CRUZ, 2013; LORENZ, 2017).

De forma geral, esses mosquitos estdo presentes desde areas remotas, a
areas frias e elevadas, mostrando a grande capacidade de adaptacdo e de
propagacéao desses vetores (FERNANDES, 2011), exibindo assim um crescimento de
5% a cada década, dado preocupante quando se leva em conta a quantidade de
patdgenos vinculados aos Culicideos atualmente (HUTCHINGS et al., 2002).

Em termos de importancia epidemiolégica a nivel global, a subfamilia
Culicidae tornou-se mais conhecida e centro de muitos estudos devido ao crescente
indice de populacdo de mosquitos a nivel mundial e ao grande impacto causado por
esses vetores (CRUZ, 2013). No cenario brasileiro sdo aproximadamente 466
espécies de Culicideos, com uma taxa de 5% de mosquitos envolvidos na
disseminacdo de patdgenos, sendo bem ativos na transmissdo de arboviroses e
protozooses (GOMES, 2017).

Segundo Oliveira (2020) “para a saude humana, os virus transmitidos por
culicideos, principalmente dos géneros Culex e Aedes, s&o os mais importantes”
destacando-se no territorio brasileiro o C. quinquefasciatus vetor da Filariose,
Encefalite, Febre do Nilo e A. aegypti vetor da Febre Amarela, Dengue, Zika Virus e
Chikungunya (SANTOS, 2018; SAYAO, 2019).

Unindo - se a lista de doengas mencionadas anteriormente, podemos citar
como fator que colabora com a preocupacéo nacional no combate aos vetores C.

qguinquefasciatus e A. aegypti a falta de vacinas para Filariose e Zika Virus, o que abre
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caminho para alternativas de controle dos vetores na sua fase adulta e larval
(PINHEIRO et al., 2020).

2.2 Bioecologia do Culex quinquefasciatus

Descrito primeiramente por Thomas Say em 1823, o C. quinquefasciatus é
classificado taxonomicamente como pertencente a filo Arthropoda, ordem diptera,
familia Culicidae e espécie Culex quinquefasciatus, de habito cosmopolita e antropico
com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, sendo encontrado principalmente
em ambientes urbanos, tornou-se altamente adaptado a ambientes ocupado pelo
homem (LAPORTA, 2007; LOPES, 2020).

Originario da Asia foi disseminado em outros paises durante o comércio de
escravos em 1800 através das grandes embarcacfes e conseguiu se adaptar devido
0 processo de urbanismo, ficando conhecido popularmente como pernilongo,
mosquito e muricoca (SCUDELER, 2013; LOPES, 2020).

Morfologicamente o C. quinquefasciatus na fase adulta apresenta um
escudo de coloragcdo marrom com escamas ou cerdas de coloracdo amarelo dourada,
segmentos abdominais com manchas brancas em posi¢ao antero-lateral na cor preta
(FORATTINI, 2002). H4 ainda uma diferenc¢a entre os machos, nos quais sdo menores
apresentando um par de antenas plumosas, palpos longos e uma genitalia no ultimo
segmento do abddémen projetada para fora. As fémeas sdo maiores, nao apresentam
antenas plumosas e possui a genitélia projetada para dentro no ultimo segmento
abdominal (LOPES, 2020).

No Brasil o C. quinquefasciatus tem uma ocorréncia em todo territorio,
estando nas cidades e na zona rural, principalmente em regiées onde nao ha
saneamento basico, isso por que as fémeas depositam seus ovos preferivelmente em
lugares onde tem agua suja e de odor desagradavel com uma grande quantidade de
matéria organica que servira de alimento para as fases imaturas do vetor (XAVIER,
2013).

Na natureza, o ciclo biolégico é marcado pela metamorfose completa
composto por quatro fases: ovo, larval (L1, L2, L3, L4), pupa e a fase adulta. As
fémeas depositam os ovos em criadouros naturais a artificiais, sendo estes de carater
permanentes ou temporarios, estando entre eles tanques, caixa d"agua, vasos de

planta, represas, acudes, buracos de arvores, pocas de chuva entre outros. Outra
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caracteristica que influencia na ocorréncia de oviposicado das fémeas é a preferéncia
por locais imidos, escuros e sem ventilagdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Ao escolher um local ideal para a oviposicdao as fémeas depositam
individualmente os ovos de formato alongado por cima da linha d"agua em forma de
uma jangada sendo estes de coloracdo branca escurecendo conforme o passar das
horas devido a oxidacdo. Uma fémea da espécie C. quinquefasciatus pode ovipositar
entre 150 a 280 ovos, que podem eclodir no intervalo entre 24 e 72 horas (LOPES,
2020; FERREIRA, 2021).

A fase larval € conhecida por ter quatro instares ou estagio de
desenvolvimento e pela capacidade de serem filtradoras e se alimentar da matéria
organica dispersa nos criadouros, mantendo a reserva energética para a fase de pupa.
A fase larval inicia se com a Larva L1 recém eclodida dos ovos e, dependendo de seu
desenvolvimento corporal ela passa para as fases L2, L3 e a fase final L4 encerrando
esta etapa com aproximadamente 10 dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Além disso, conforme menciona Lopes (2020) as larvas apresentam uma
morfologia com “cabeca curta e robusta, com tonalidade mais escura em direcao a
base, abdémen é dividido em 8 segmentos, com padrdo de cerdas exclusivo para
cada segmento”, e ainda uma estrutura denominada de sifao alocada na parte final no
altimo segmento do abdémen da larva com a funcdo de capturar o ar atmosférico
rompendo a superficie da lamina d”agua possibilitando a respiracdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

A fase de pupa é a ultima fase do ciclo aquatico do C. quinquefasciatus
com duracdo de aproximadamente dois dias, tipificada com uma morfologia em
formato de virgula, as pupas nadam ativamente, respiram através de trompas e nao
se alimentam neste estagio (SECRETARIA DE SAUDE, 2011).

A emergéncia para fase adulta acontece depois do desenvolvimento
completo dentro do “estojo” das pupas que liberam o mosquito através de uma venda.
Apesar de estarem prontos para voar o vetor continua por algumas horas parado na
superficie da agua até que a cuticula endureca permitindo o voo e o acasalamento
gue pode acontecer de 2 a 6 dias apos a sua emergéncia (BHATTACHARYA; BASU,
2016; SECRETARIA DE SAUDE, 2011).

Os machos desta espécie se alimentam por meio da ingestéo de liquidos
acucarados ja as fémeas possuem o habito hematéfago, essencial para a maturacéo

dos ovos que serdo depositados nos criadouros, estando dentre as fontes de
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alimentacédo, homem, aves e outros animais de sangue quente tendo o inicio do ciclo
hematofagico no cair da noite com um pico maior a meia-noite diminuindo ao
amanhecer (XAVIER, 2013; LARA, 2020).

A preferéncia do C. quinquefasciatus por horarios noturnos esté
diretamente relacionado a abundancia de possiveis hospedeiros, devido ao alto indice
de pessoas em domicilios aumentando a taxa de alimentacéo, provocando incémodo
devido as picadas e a transmissdo de doencas como a filariose linfatica, Virus do Nilo
Ocidental, encefalite viral para o homem através da picada (LARA, 2020).

2.3 A importancia epidemiologia do C. quinquefasciatus

Embora o C. quinquefasciatus seja de origem asiatica sua expansao para
outras regides como Africa e América tem se tornado mais evidente com o passar dos
anos, estando largamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais proximas a
centros urbanos e rurais, com proliferacdo elevada em areas onde ndo ha saneamento
bésico e grande disponibilidade de alimento (SCUDELER, 2013; MENEZES, 2002).

Caracterizado pela predilecdo por ambientes urbanos e habitos noturnos o
C. quinquefasciatus costuma se alimentar em ambientes intradomiciliar e
extradomiciliar o que facilita a hematofagia das fémeas e a transmissdo de doencas
(XAVIER, 2013).

Além da dissipacéo e transi¢ao natural da populacdo deste vetor entre as
areas rurais e urbanas, o processo de urbanizacdo auxilia no aumento desordenado
deste mosquito nas habitacdes préximas a areas de procriacdo, sujeitando a
populacdo aos impactos causados pelas altas infestacées (BHATTAHARYA; BASU,
2016), o que conforme Xavier (2013) o “desconforto das picadas durante a
alimentacdo sanguinea, aumenta o risco de transmissao de agentes patogénicos”.

O desconforto resultante das picadas pode evoluir de apenas uma
sensacao de alfinetada para reacbes alérgicas (ulceracdes e dermatite na pele)
dependendo da resposta imunolégica do hospedeiro, em decorréncia das substancias
proteicas presentes na saliva do mosquito que séo liberadas durante o repasto
sanguineo (MORAIS; NATAL; PAGANELLI, 2007; SECRETARIA DE SAUDE, 2011).

Como dito, o C. quinquefasciatus é vetor de varios patbgenos como € o
caso do virus Oropouche (ORO) pertencente ao género Orthobunyavirus, membro do

género Flavivirus, causadora da encefalite Saint Louis (SLEV), até entédo sob controle
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no Brasil. Doencas causadas pelo género Flavivirus € o virus do Nilo Ocidental (VNO)
tendo como hospedeiro as aves podendo ser transmitida para o homem (XAVIER,
2013).

A doenca disseminada por nematdédeos é a filariose linfatica (FL)
encontrada no Brasil pelo verme Wuchereria bancrofti provocando incapacidade fisica
e dilatacdo dos vasos linfaticos nos pacientes (ALVES, 2010), endémica em algumas
regibes da Asia e Africa, com evidéncias esporadicas nos estados do Para e
Pernambuco (CARTAXO, 2018).

De acordo com o Ministério da Saude (2021) dentre as doencas causadas
pelo C. quinquefasciatus a filariose linfatica se enquadra como doenca tropical
negligenciada pelo simples fato de n&o ser uma doenca fatal. Dados de epidemiologia
demostram que cerca de 40 milhdes de pessoas em todo 0 mundo sofrem com alguma
consequéncia da doenca como invalidez e deformacao.

Somente nas Américas sao mais de 300 mil casos e aproximadamente 7,6
milhdes de pessoas em area de risco de contaminacao (ROCHA et al., 2010) e desde
de 2013 o Brasil vem juntamente com os demais paises tentando erradicar a FL
incorporando-se ao programa global de erradicacdo da filariose linfatica existente
desde 1997, usando metodologia descrita pela organizacdo Pan-Americana para
interferir na transmissao dessa doenca e de outras que possam futuramente ser
dissipadas na populacdo pelo mesmo vetor da FL (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O que segundo pesquisa realizada por Bhattaharya e Basu (2016), € uma
situacdo que ndo esta tdo distante da realidade, pois recentemente 0 virus
Chikungunya foi encontrado isolado em C. quinquefasciatus, mas até entdo nao é
confirmado que o virus possa ser transmitido, mas reforca o alerta para o controle
populacional da espécie que é um possivel problema de saude publica futura.

Pertencente a mesma subfamilia do A. aegypti, o C. quinquefasciatus
compartilha o mesmo ciclo evolutivo com fases adulta, larval e a fase de pupa
(CAMARGO; SILVA; ELIAS, 1994), sendo ambas as espécies de culicideos que
possui a maior distribuicdo nas regibes tropicais e subtropicais do globo,
principalmente no Brasil por serem consideradas um desafio para a saude publica
(SAYAO, 2019).
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2.4 Bioecologia do A. aegypti

O A. aegypti é classificado taxonomicamente por Andrade (2017) como um
inseto pertencente ao “Reino: Animalia, Filo: Arthropoda, Classe: Insecta, Ordem:
Diptera, Familia: Culicidae, Género: Aedes, Subgénero: Stegomyia e Espécie: Aedes
aegypti”. Morfologicamente caracterizado por ter menos de 1 centimetro e coloracéo
preta com listras brancas no corpo e pernas, 0s machos dessa espécie alimentam-se
de seiva das plantas, possui o desenvolvimento completo (holometabolia) (SILVA et
al., 2010), as fémeas se alimentam de aculcar, este em menor frequéncia, e no final
do seu ciclo gonadotréfico de sangue humano (ESPINDOLA et al., 2019).

Descrito primeiramente no Egito o A. aegypti acompanhou o ser humano
durante muitos anos de migracdes (BRAGA; VALLE, 2007). Nas Américas teve inicio
com a transferéncia dos escravos da Africa as demais regides do mundo, com o auxilio
de embarcacdes negreiras usadas para transportar negros cativos africanos e
grandes barris cheios de agua, nos quais serviram de reservatério dos mosquitos
portadores do virus da febre amarela (UJVARI, 2008). No Brasil a proliferacdo dos
mosquitos aconteceu rapidamente, devido a sua grande capacidade de adaptacdo a
criadouros e pelo ambiente favoravel em conjunto ao acumulo de 4gua parada das
chuvas ou proveniente das a¢cdes humanas (TERRA; PEREIRA; LIMA, 2017).

O A. aegypti possui grande distribuicdo e abundancia em regides
subtropicais e tropicais (GOMES; GLASSER, 2022) estando presente em todos os
Estados brasileiros (COSTA et al., 1999), e sua permanéncia tem sido garantida por
anos pelo acelerado processo da urbanizacdo e pela falta de saneamento basico
causada pelo homem, proporcionando ao mosquito uma grande variedade de
reservatérios que possibilita a sua proliferacdo (BESERRA et al., 2009).

Apesar da influéncia da chuva no seu desenvolvimento o A. aegypti possui
a capacidade de manter a sua populagdo mesmo durante os periodos de seca,
utilizando os recipientes artificiais como por exemplo, pneus velhos, copos
descartaveis, vasos de plantas, cisternas, caixa d agua, entre outros. Ou utilizando
recipientes naturais como bromélias, arvores ocas, solo argiloso que permitem
acumulo de agua, desde que esses possuam 0 armazenamento de agua limpa, com
poucas quantidades de matéria organica e sais minerais (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).
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Na natureza o A. aegypti apresenta um ciclo de biolégico caracterizado
pela metamorfose completa, com quatro fases: ovo e larva (essa com quatro estagios
larvais L1, L2, L3 e L4), pupa e adultos (BARROS et al., 2021). A fase de reproducao
do A. aegypti segundo Grossi (2021) inicia- se “nos primeiros dias da fase adulta ja
com 0 acasamento e posteriormente o repasto sanguineo para a maturagcdo dos ovos
que apés um intervalo de 3 dias sao depositados nas paredes dos criadouros”.

No estagio adulto, o0 mosquito possui a estrutura fisica divida em: cabeca,
térax e abdémen conforme mencionam Porto (2021) “Na cabega ficam situados os
seus olhos, antenas e palpos, que sédo os 6rgaos do sentido. No térax, ficam situados
0s apéndices para locomocdo, asas e patas. Seu abddémen, dividido em 10
segmentos”. Essa fase possui duracdo de 30 a 35 dias, no qual um Unico
acasalamento garantira a fémea a fecundacao de todos os ovos que serdo liberados
de forma gradual com intervalos de 24 horas para o repasto sanguineo (necessario
para a maturacdo dos ovos) entre as posturas, a partir deste momento com as
condi¢cdes ambientais favoraveis inicia o desenvolvimento completo do embrido que
dura aproximadamente 48 horas (BARROS et al., 2021).

Os ovos embrionados depositados nos criadouros possuem o formato
eliptico com aproximadamente 1 milimetro de comprimento, com a coloracao clara
antes de entrar em contato com oxigénio e ap0s a exposi¢do ao oxigénio admite uma
coloracdo escura (GARCIA, 2021) essa fase € caracterizada por ser a fase mais
resistente de todo o ciclo biolégico do vetor (SILVA, H; SILVA, 1.,1999) com
capacidade de resistir a dessecacao permanecendo viaveis por aproximadamente um
ano, eclodindo somente quando entrar em contato com agua que funcionard como
estimulo para a eclosdo dos ovos dando continuidade ao ciclo bioldgico (NATAL,
2002).

A fase larval caracterizada por quatro etapas L1, L2, L3 e L4 e por se
alimentar da matéria organica e microrganismos depositados no recipiente (CINTRA,
2021) é uma fase predominantemente aquatica e a mais vulneravel com duragéo de
7 a 9 dias, nessa fase o0 corpo € divido em cabeca, térax e abdémen, e na parte
posterior anal € encontrada uma estrutura conhecida com sifdo responsavel pela
respiracdo. Essa estrutura captura o oxigénio quando a larva emerge na superficie da
agua abrindo-se para permitir a entrada de ar e fechando-se assim que a larva
submerge vedando a passagem e impedindo a entrada de agua com o auxilio de pelos
(LEMOS, 2016; AZEVEDO et al., 2017 GROSSI, 2021).
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As larvas L1 sdo caracterizadas por serem quase invisiveis de tao
pequenas quando observadas em criadouros e por apresentarem uma estrutura
quitinosa semelhante a um “dente” responsavel por ajuda na eclosédo do ovo, j4 as
larvas L2 apesar de também apresentarem dificuldades de serem observadas nos
criadouros, possui 0 tamanho superior e uma quantidade de cerda maior ao longo do
corpo quando comparado ao estagio larval 1 (LEMOS, 2016). Nos dois ultimos
estagios larvais L3 e L4 ocorre o desenvolvimento de forma visivel conforme descrito
por Nadai (2021) “Ja as de terceiro e quarto estadio sao facilmente observaveis” na
tltima fase a L4 as larvas terdo 222 cerdas ao logo do corpo e sofrera modificacbes
morfolégicas como o curvamento da parte anterior iniciando a fase de pupa (LIMA;
SILVA; SOUZA, 2021).

A fase de pupa possui duracdo de 2 a 3 dias, e é caracterizada por sua
morfologia em formato de uma virgula com a estrutura fisica divida em cefalotérax e
abdbémen apresentando tubos respiratorios denominados de trompetas localizadas no
cefalotérax, responsaveis pelo processo de respiracdo, nesta fase ndo ocorre
alimentacdo e as pupas sofrem metamorfose para a fase adulta, dando origem aos
mosquitos, migrando do ambiente aquatico para o terrestre (MANUAL DE NORMAS
TECNICAS, 2001).

Nesta uUltima fase as fémeas iniciam o ciclo reprodutivo com a fecundacao
e repasto sanguineo, etapa onde os mosquitos transmitem arboviroses como Dengue
(DEN), Chikungunya (CHIK) e Zika (ZICA) (MANIERO et al., 2016) através do ciclo
homem-A. aegypti-homem (PUSTIOGLIONE, 2016).

2.5 A importancia do combate ao A. aegypti e suas zoonoses

Apesar de existirem duas espécies principais do género (Aedes aegypti e
Aedes albopictus), a mais estudada € a A. aegypti que esta relacionada a transmissao
de arboviroses como Chikungunya, dengue, febre amarela e zika virus, isso porque o
A. aegypti possui uma ampla adaptacao e dispersao nos ambientes urbanos. No Brasil
o combate ao A. aegypti s6 foi sistematizado no século XX em decorréncia dos
crescentes numeros de Obitos por febre amarela, o que provocou emergéncia para a
eliminacdo dos focos do vetor de forma mecéanica destruindo os criadouros que séo
0S principais responsaveis pelo desenvolvimento dos ovos até a fase adulta
(CARVALHO et al., 2016).
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A dengue também teve sua contribuicdo com a urgéncia na eliminacao
vetorial, passando a ter importancia epidemiolégica na metade do século XX, com a
circulacdo do sorotipo 1 — DEN-1 no estado do Rio de Janeiro e posteriormente no
Nordeste do pais. O aparecimento do sorotipo 2 — DEN-2 agravou a situacdo em
muitos estados incluindo o Rio de janeiro e ndo demorou muito para atingir boa parte
da América, que em 2003 notificou 483 mil casos de dengue e 10 mil casos de dengue
hemorragica (BRAGA; VALLE, 2007).

Com o pouco conhecimento da epidemiologia da febre amarela e dengue
e com a crescente expansao vetorial em aproximadamente um terco dos municipios
brasileiros, proporcionou neste mesmo periodo intensos trabalhos por parte da saude
publica em realizar campanhas de controle e combate com a intencao de erradicar a
presenca do mosquito e das arboviroses na populacdo (BOGUTCHI; CORREA;
FRANCA, 2005).

A percursora das campanhas realizadas com o foco de eliminar o mosquito
que até entdo transmitia a febre amarela, surgiu em Havana por Wiliam C. Gorgas no
ano de 1901, e tinha como metodologia o isolamento das pessoas que estavam
doentes através de um mosquiteiro e acabar com as larvas encontradas em recipiente
com agua limpa e parada. Apesar dos resultados positivos esse método sé foi copiado
no Brasil em 1903 depois de ser aprovado pelo V Congresso Brasileiro de Medicina e
Cirurgia, permitindo a aplicagao no estado de Sao Paulo por Emilio Ribas e Adolpho
Lutz e em Rio de Janeiro por Oswaldo Cruz (MAGALHAES, 2016).

As metodologias usadas no controle do vetor em 1901 foram tao eficientes
que Wiliam C. Gorgas foi conduzido a participar da Fundacdo Rockefeller,
responsavel pela criacdo de campanhas sanitarias, criada em 1913 em Nova York
(MAGALHAES, 2016).

Durante as décadas de 1930 e 1940, essa fundacédo atuou contra a febre
amarela de acordo com o Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP) com
eficiéncia contra o vetor implantando o mesmo meétodo em varios paises latino-
americano. No inicio de 1940 a 1950 houve uma grande diminuicdo na populacao do
mosquito transmissor em quase toda a América, fato que incentivou o Brasil se tornar
integrante da chamada continental de erradicagéo do A. aegypti, na qual apresentou
otimos resultados até a eliminacéo do ultimo foco do mosquito encontrado no dia 2 de
abril de 1955 (BRAGA,; VALLE, 2007).
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Mesmo sabendo da possivel erradicdo do A. aegypti a criacdo de
campanhas e o0Orgdos responsaveis pelas acoes de combate a febre amarela
continuaram surgindo, como a criagdo Departamento Nacional de Endemias Rurais
(DENERu) criado em 1956, responséavel também pelo combate a malaria, a XV
Conferéncia Sanitaria Pan-Americana criada em 1958 em Porto Rico e posteriormente
foi realizada a criacdo da Superintendéncia de Campanha de Saude Publica (Sucam)
em 1967 que assumiu algumas das funcbes do DENERuU. No mesmo ano houve a
reincidéncia do mosquito no territério brasileiro (BRAGA; VALLE, 2007).

No final do ano de 1982 houve a primeira evidéncia de epidemia de dengue
no Brasil (MOURA et al.,, 2013) e todas as acdes realizadas com o intuito de
eliminacdo do vetor com a implementacao de programas s proporcionaram periodos
de alivio, durante os anos de 1931, 1949 até 1983 (PAMPLONA et al., 2004,).

Na atualidade o A. Aegypti esta relacionado a mais arboviroses urbanas
como chikungunya e zika além das ja existentes dengue e febre amarela urbana, o
surgimento destas doencas trouxe consigo a preocupacdo e a necessidade de se
intensificar o combate ao vetor (ALMEIDA et al., 2021).

Dados coletados pelo IBGE sobre a dengue e chikungunya mostraram que
no periodo de 3/01/2020 a 24/07/2021 foram notificados 440.012 casos, com reducao
de 51,8% quando comparado ao ano anterior, os dados de Chikungunya foram 63.713
casos considerado provaveis com reducdo de 3,6% em comparacdo ao ano anterior,
0 Zika virus no periodo de SE 27 (3/1/2021 a 10/7/2021) foram 3.458 casos provaveis
com uma reducdo de 35,6% em comparacdo ao mesmo periodo de 2020 (IBGE,
2021).

As atuais estratégias de controle ainda estdo relacionadas com a
eliminacdo de criadouros interrompendo o ciclo biolégico do mosquito, o uso de
inseticidas, criagcdo de armadilhadas de captura, insetos estéreis (BARROS et al.,
2021) e a inclusdo do combate do A. aegypti com agdes de informacdes a populacéo
e visitas a peridomicilios para localizar possiveis focos do mosquito atraves dos
trabalhos dos Agentes de Controle a Endemias (ACE) de acordo com a Portaria
Ministerial GM N° 2121/2015 (MESQUITA; PARENTE; COELHO, 2017).



25

2.6 Consideracdes sobre o ecotono Amazénia/Cerrado no Tocantins

A zona de transicdo Amazonia-Cerrado consiste em um encontro do bioma
Amazonico e do bioma Cerrado formando uma das maiores areas de transicdo entre
biomas do mundo, sendo encontrado nos estados do Para, Mato Grosso, Maranhao
e Tocantins, este ecotono apresenta uma grande diversidade ecolédgica advindos de
ambos os biomas, tendo nesse contexto a fungéo basica de servir de hébitat para uma
grande variedade de espécies, para manter sua importdncia na manutencdo da
biodiversidade (LIMA, 2021; BRITO, 2021; CASTILHO, 2022).

Representando cerca de 4,85% do territério brasileiro o ec6tono Amazonia-
Cerrado faz-se presente no estado do Tocantins, este demarcado por uma area de
277.423,627 km?, exibindo uma fragcdo do bioma Amazonia que ocupa 9% do territorial
do estado, composto por regides de floresta ombroéfilas densa, floresta aberta e
floresta estacional decidual e semidecidual (SILVA, 2007; IBGE, 2021). A floresta
amazonica é o maior bioma da regido equatorial, ocupando 49% de todo o territdrio
brasileiro com predominancia de vegetacao arbdrea (SANTOS et al., 2022).

O bioma Cerrado, ocupa 91% do territério tocantinense, representado por
regides de cerrado, cerraddo, parques, campo limpo e rupestres (SILVA, 2007; IBGE,
2021) caracterizado como um dos hotspots mundiais de biodiversidade. O Cerrado é
considerado o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando cerca de 204,7
milhdes de hectares na regido central do Brasil um berco de espécies endémicas de
uma vegetacdo xenomorfica com plantas herbaceas, arbustivas e arbdreas
(GIMENEZ et al., 2020).

Devido as caracteristicas citadas, observa-se uma variedade floristica
presente no territério do estado do Tocantins, conforme mencionado por Olmos et al.
(2004), que descreve a ocorréncia da vegetacdo presente no estado de acordo com
sua utilidade, iniciando pelas espécies madeireiras utilizadas em obras de esteio e
como estacas para cercado, as espécies lenhosas usadas em sua grande maioria
para a fabricacdo de carvao e as espécies medicinais (OLMOS et al., 2004).

As formagbes vegetais encontradas no ecotono Amazbdnia-Cerrado
possuem importancia ndo s6 na diversidade da flora como também na regulacéo do
clima local e regional, caracterizando uma regido de heterogeneidade onde as
vegetacGes mesmo proximas tendem a apresentarem singularidade conferindo uma

maior capacidade de resisténcia a diferentes condigbes ambientais e por esse motivo
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sao alvos de pesquisas voltadas a busca de novas espécies (CAIONI, 2020; MINSKI,
2021).

Ademais, a capacidade de resisténcia das plantas a condi¢oes
desfavoraveis ao seu crescimento € advinda da biossintese dos compostos fendlicos,
uma variedade de metabolitos secundarios que conferem a protecdo contra
predadores, adaptacdo a ambientes de estresse e ainda atracdo de polinizadores que
apesar da sua producéo ser determinada por fatores genéticos, sua concentracéo esta
ligada as condi¢bes de variagcdo ambiental e localidade geogréafica (ROLDAN et al.,
2021).

Evidenciando, que em regides de condicbes ambientais adversas com
plantas de alta toleréncia, as mesmas demostram uma elevacao na taxa de sintese
dos compostos fendlicos quando comparados as plantas que possuem condi¢cdes
ideias para seu desenvolvimento, visto que esses sdo produzidos para aumentar a
taxa de sobrevivéncia do vegetal (FUMAGALI et al., 2008; GIMENEZ et al., 2020).

Além da flora diversificada a area de transi¢do entre os biomas apresenta
uma fauna com uma rica biodiversidade, qualificando a regido de encontro entre 0s
dois biomas em areas de enorme importancia para estudos futuros (CARMIGNOTTO
et al., 2011).

2.7 Hyptis crenata Polnl ex Benth

A H. crenata (Polnl ex Benth) pertence a familia Lamiaceae, plantas
aromaticas que possuem uma distribuicdo cosmopolita com 300 géneros e 7500
espécies, destas somente 26 géneros e aproximadamente 350 espécies estdo
presentes no territério brasileiro representadas por ervas, arbustos e com baixa
frequéncia por arvores. Sao caracterizadas por suas atividades biologicas e por sua
riqgueza em 6leos essenciais tornando-se relativamente estudada por suas utilidades
na industria de cosméticos e farmacos (DANTAS, 2013; LIMA, 2021; CARDOSO et
al., 2020).

Popularmente conhecida como salva-do-marajd, salsa-do-marajo, hortela-
brava, horteld-do-campo e vereda a H. crenata é uma planta herbacea e de odor
caracteristico (POSSEL, 2019) muito usada como erva medicinal no tratamento de

doencas gastrointestinais, encontrada com facilidade no cerrado e cerraddo em solos
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argilosos e arenosos de crescimento espontaneo na vegetacéao (POTT, A; POTT, V.,
1994; NEVES et al., 2014).

A H. crenata é considerada uma erva de porte ereto de haste pilosa, com
folha opostas-decussadas elipticas, pecioladas, coridceas, oblongas ou ovais com 2
a 4 cm de comprimento e 1,2 a 2 cm de largura, de apice agudo ou arredondado e
base cordiforme e serreadas (BRAVIM, 2018), de inflorescéncia axial, multifloral
apresentado flores que medem cerca de 1 cm de célice tubuloso, atingindo uma altura
média de 60 a 80 cm de altura (REBELO et al., 2008).

Encontrada nas regides da Amazonia, Pantanal, Cerrado e norte da Bolivia,
H. crenata, no quesito medicinal, é bastante usada no combate a vermes, a doencas
relacionadas ao sistema respiratorio, atua na repeléncia de insetos através de suas
folhas, como tbnico estimulante atuando também contra inflamacdo nos olhos e
garganta e também no tratamento doencas de pele (POTT, A; POTT, V., 1994;
BRAVIM, 2018), devido a presenca de substancias de potencial anti-microbiana,

antifangica, anti-inflamatoria e inseticida (CEZARI, 2010).

2.8 Metabolismo Secundéarios das Plantas

Como resultado do processo de adaptacao, as plantas desenvolveram ao
longo da sua evolugdo estratégias que as possibilitam sobrepujar as situacdes de
estresses ou predacdo, como forma de defesa. Assim, as sinteses de substancias séo
estratégias produzidas pelo proprio metabolismo das plantas para aumentar a
chances de sobrevivéncias em locais de adversidades, uma vez que elas séo
impossibilitadas de mudar de ambiente por serem sésseis (SANTOS, 2015).

As atividades metabdlicas que ocorrem no interior das plantas sao
caracterizadas por um conjunto de reac¢des quimicas divididas em dois grupos, 0s
metabalitos primarios e os metabdlitos secundarios. Metabolismo primario € a sintese
de compostos vitais para o desenvolvimento da planta, ou seja, é nesse processo que
as substancias necessarias para a desenvolvimento diario das plantas sé&o
sintetizadas como exemplo o processo da fotossintese (PERES et al., 2013).

Por outro lado, os metabdlitos secundarios caracterizados conforme Silva
(2013) como produtos que “embora ndo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a

perpetuacdo da espécie em seu ecossistema”, sdo produzidos em quantidades
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pequenas originados no processo de conversao da energia luminosa resultado dos
metabolitos primarios em energia quimica proporcionado o carater quimico as
substancias produzidas (ALMEIDA, 2017). Para Fumagali et al., (2008) as
substancias secundarias s6 garantem a adaptacao das plantas a ambientes dificeis

por estas desenvolverem atividade biolégicas aumentando a taxa de sobrevivéncia.

Os produtos secundarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades biolégicas com este
fim como, por exemplo, podem atuar como antibiéticos, antifingicos e
antivirais para proteger as plantas dos patégenos, e também apresentando
atividades antigerminativas ou téxicas para outras plantas, fitoalexinas.
(FUMAGALI et al., 2008, p. 2).

A classificacao dos tipos de substancias secundarias é de acordo com as
vias biosintéticas, caracterizando 3 familias: os compostos fendlicos produzidos a
partir do acido chiguimico e acetato-malonato, os alcaloides arométicos advindo dos
aminoacidos aromaticos e os terpenos produzido a partir do acido de acetato-
malonato encontrado no citoplasma das células ou através do piruvato presente nos
cloroplastos (SILVA, 2013; ALMEIDA, 2017). A producao dos metabolitos secundarios
desempenha papeis especificos no desenvolvimento da planta que permite a protecéo
contra fatores bidticos e abidticos existente no ambiente (BORGES; AMORIM, 2019).

Portanto, cada um dos grupos de metabdlitos secundarios possui sua
especificidade e séo sintetizados conforme a necessidade do metabolismo da planta,
os compostos fendlicos como os flavonoides e a lignina por exemplo sao formados de
pelo menos um anel aromético e um do hidrogénios presentes pode ser substituido
por um hidroxila, atuando respectivamente na sinalizacédo entre as plantas, na defesa
de herbivorias, predacdo por agente patdgenos e na rigidez durante o
desenvolvimento vascular da planta (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; PICOLI
et al., 2010).

Os alcaloides, por sua vez sdo compostos ciclicos e nitrogenados com pelo
menos um anel aromatico, que podem ser encontrados em diferentes partes das
plantas, em células e tecidos, desempenhando dentre outras funcdes a sintese de
substancias toxicas que ajudam nas defesas das plantas. A subclassificacdo dos
mesmos segue 0S aminoacidos percursores presentes em suas biogenéticas como o
triptofano: originando os alcaloides indélicos e quinolinicos, a ornitina e lisina que

caracteriza os alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e
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quimolizidinicos; e as fenilalanina e tirosina: que origina os protoalcaloide, alcaloides
isoquinolinicos e benzilisoquinolinicos (RONSSEN, 2011).

Os terpenos ou terpenoides, sdo compostos que apresentam uma ligacao
dupla de carbono-carbono. A classificacdo das diferentes classes de terpenos €
realizada de acordo com a quantidade de unidade isoprénicas (estrutura fundamental
de cinco carbonos), no metabolismo vegetal de forma geral a grande maioria de
terpenos/terpenoides estdo presente nos 6leos essenciais atuando na prevencao de
injurias de agentes externos (FELIPE; BICAS, 2017). Segundo Silva (2013) a
classificagdo €& “hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides
(C15), diterpenoides (C20), triterpenoides (C30) e carotenoides (C40)”".

Alguns dos fatores de grande influéncia na sintese dos metabolitos
especializados sédo: sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento,
disponibilidade hidrica, radiacéo ultravioleta, nutrientes, poluicdo atmosférica, altitude
e estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos. Devido as inconstancias na producao
dos metabolitos pelas plantas durante o ano, assim como 0s seus periodos de
producédo e a fase de desenvolvimento da planta provoca variacdes nas sinteses de
cada composto, tornando se importante a analise do local, época e no modo de coleta
das plantas quando o objetivo é a producdo de metabolitos secundarios (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O estudo foi realizado nos periodos de maio a outubro de 2022 no
laboratério de citogenética do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do
Tocantins — IFTO, campus Araguatins, localizado no municipio de Araguatins, cidade
do extremo norte do Tocantins com as condenadas 05°39°04" de latitude e 48°07°28"

de longitude.

3.1 Coleta das larvas do C. quinquefasciatus

Para a coleta das larvas do C. quinquefasciatus foram confeccionadas 4
armadilhas do tipo ovitrampas de acordo com o método adaptado de Araujo e Maleck
(2014). Os materiais utilizados para a fabricagdo das armadilhas foram 4 vasos

plasticos para planta na cor preta, 4 paletas de Eucatex e 4 clipes. Usando como
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atrativo uma solucdo aquosa de levedo de cerveja na concentracdo de 0,12 g/mL,

conforme mostrado a Figura 1.

Figura 1- Materiais necessario para coletar as larvas do C. quinquefasciatus utilizando o atrativo de
levedo de cerveja dissolvido em agua (A e B respectivamente) e montagem da armadilha (C).

Fonte: Autora (2022).

A alocagdo das armadilhas para a coleta das larvas ocorreu nas
dependéncias do IFTO/Campus Araguatins, especificamente nos banheiros
masculino e feminino localizados no bloco C, duas armadilhas em cada banheiro, cada
armadilha continha 300 ml de agua e 1 ml da solugéo de levedo de cerveja (LIMA,
2017). Depois de dois dias as armadilhas foram recolhidas e mantidas em BOD a 27°
C até atingirem os 3° instar para entdo serem transferidas para novos frascos, nos
quais foram realizados os testes.

A identificacdo das larvas foi realizada mediante visualizagdo ampliada em
microscoépio estereoscopio utilizando a chave dicotémica de Consoli e Oliveira (1994)
e LAPORTA (2007).

3.2 Coleta e herborizagcao da H. crenata

A H. crenata foi coletada na fazenda Encontro de Familia localizada no
povoado de Taquarizinho as margens da rodovia TO — 010, zona rural de Araguatins,
entre as coordenadas 5.78562 de latitude e 48.176556 longitude durante o més de
junho de 2022. Imediatamente apos a coleta as plantas foram transportadas sob
refrigeracdo até ao IFTO e limpas macroscopicamente.

A coleta foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen sob o nimero AE43699.
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A autenticacdo botanica da planta foi realizada no herbario do IFTO Araguatins, no

qual foi efetuado o depdsito de um exemplar codificado pelo nimero IFTO 231.

3.3 Preparacao dos extratos da H. crenata

Apos a coleta, as partes vegetativas e reprodutivas da vereda foram
separadas e secas em uma estufa de circulagdo e renovacdo de ar a 55° C até
estabilizacdo, conforme a metodologia adaptada de Anjos et al. (2017). Em seguida
0S materiais vegetais foram reduzidos a p6 em um moinho de facas.

Para a obtencdo dos extratos, 15 g do p6 das folhas da vereda ou das
inflorescéncias, foram acondicionadas em sacos filtros e colocados em um extrator
Soxhlet acoplado a um sistema de condensacao e a um baldo de vidro contento 350
mL de etanol PA, este Ultimo encaixado em uma manta aquecedora com regulador de
poténcia, ajustada a temperatura ebulicdo do solvente. A extracdo foi realizada por 3
horas. Em seguida a solucdo extraida foi filtrada a vacuo utilizando um papel filtro com
poros de 14 uym. Para a remocéo de solventes, a solugédo extrativa foi submetida a
rotaevaporacdo a 60 °C, rotacdo de 70 rpm e -600 mHg conforme a figura 2. Ao
término da extragdo os extratos obtidos foram armazenados em ampolas de vidro e

guardados em um dessecador contendo silica gel dessecante.

Figura 2- Demonstracao do processo de secagem, moagem, pesagem, extracdo por Soxhlet
acoplado, filtragdo a vacuo (A, B, C, D, E. respectivamente) e rotoevaporacéo a 60 °C (D) das folhas
e Inflorescéncia da H. crenata.

Fonte: Autora (2022)
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3.4 Caracterizacao quimica

3.4.1 Prospeccéo fitoquimica.

A avaliacdo das principais classes de metabolitos secundarios presentes
no extrato da folha e inflorescéncia da H. crenata foi realizada conforme a metodologia
de Mouco et al (2003). Para tanto, uma solucéo etandlica de cada extrato foi preparada
a 1mg/mL, depois transferidas para tubos de ensaios, nos quais foram realizados
testes de coloracdo e precipitacdo indicativos de classes especificas de metabolitos
secundarios de plantas.

Para detectar a presenca de compostos fenélicos 200 pL da solucao de
extrato foi misturado com 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu a 10% e 1000 pL de
carbonato de sodio a 7,5%, o parametro dessa analise foi o desenvolvimento de
coloracao azul.

A verificagéo da classe de flavonoides no extrato foi realizada usando 2000
bUL de solucdo de extrato, 0,5 g magnésio metalico e 1000 pL &cido Cloridrico.
Esperou-se o desenvolvimento de coloracdo violeta indicativa da presenca de
flavonas, rosea-avermelhada para flavonaéis e laranja para flavonas.

Para a avaliacdo da presenca de taninos, a 500 pL da solucdo de extrato,
foram adicionadas 2 gotas de FeCls e verificou-se o desenvolvimento de coloracéo
esverdeada e formacé&o de precipitado indicativo de reacdo positiva.

Na deteccao de fitoesterdis, 500 uL da solucéo do extrato foi misturado com
igual volume do reagente SPF (4cido sulfurico, fésforo e cloreto de férrico). Neste
teste, a reacdo positiva teve como critério o desenvolvimento de coloracéo vinho.

A deteccao de alcaloides foi realizada mediante a mistura de 1000 pL da
solucéo de extrato e 3 gotas do reagente Dragendorff e verificacdo da formacéo de

um precipitado de coloragédo castanho amarelado indicativo.

3.4.2 Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A caracterizacdo quimica dos extratos das folhas e florescéncias de H.
crenata foi realizada no laboratorio de instrumentacdo cientifica da Universidade
Federal do Tocantins, em um cromatografo Shimadzu® equipado com detector UV/vis

a 280 nm, utilizando uma coluna Phenomenex Luna C18 5um a 22°C. A analise
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ocorreu em sistema de gradiente com uma fase movel “A” (0,1% de acido fosférico
em agua) e uma fase mével “B” (0,1% de acido fosférico em agua/acetonitrila/metanol
(54:35:11), utilizando a seguinte programacéo de mistura dos dois eluentes ao longo
do tempo: 0,1- 5 min, 0% B; 5-10 min, 30% B; 10-20 min, 40% B; 20-50 min 40% B;
50-60 min 50% B; 60-70 min 60% B; 60-90 min 80% B; 90-100 min 80% B; 100-110
min 100% B; 110-140 min 100% B; 140-150 min 0% B; 150-160 min 0% B; com um
fluxo de 1,0 mL/min. A identificacdo ocorreu pela comparagdo entre o tempo de
retencdo dos picos obtidos com as amostras e o tempo de retencdo de padrdes
auténticos, os quais foram obtidos na Sigma®. Os extratos e os padrdes foram

filtrados em membrana PVDF de 0,22 um antes da injecdo no equipamento.

5.6 Bioensaios in vitro com o organismo modelo

Os bioensaios com o organismo modelo C. quinquefasciatus foram
constituidas de duas avaliacdes com respectiva sequéncia continua, verificacdo das
taxas de mortalidade das larvas e taxa de emergéncia de insetos adultos, ambos
frente aos extratos da folha e da inflorescéncia.

Inicialmente, em recipientes de isopor revestidos com cera impermeavel,
foram preparadas em triplicatas, 100 mL de 5 concentra¢des (500 ppm; 250 ppm; 125
ppm; 62,5 ppm e 31,25 ppm) dos extratos em dgua sem cloro com 1% de DMSO, além
de uma solucéo controle, na qual foi mantida a concentracdo de DMSO e excluida o
extrato, conforme o método descrito por Diaz et al., (2022). Em cada frasco, foram
colocadas 10 larvas de 3° instar, depois cobertos com mosquiteiro microtule e
mantidos em estufa BOD a 27° C, com 12 horas fotoperiodo, sendo também foi
fornecido as larvas, racao para filhote de gato sabor cat mix da marca Fvo Alimentos®
(Figura 3).
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Figura 3- Disposicéo das larvas de C. quinquefasciatus antes e depois da adi¢céo do extrato (A e B
respectivamente) bem como a incuba¢éo na BOD (C).

Fonte: Autora (2022).

Apbs 24 e 72h de exposicdo aos extratos, a mortalidade das larvas foi
avaliado, considerado como mortas as larvas que ndo reagiam a estimulos fisicos
como o toque com a ponta de um bastdo de vidro ou a falta de movimento quando
exposto a luz seguindo o método de Furtado et al. (2005). A taxa de mortalidade das

larvas foi determinada utilizando a equagéo a seguir:

Mortalidade % Nudmero de larvas mortas 100
ortalidade % = — X
° ~ Ntmero de larvas expostas

O experimento seguiu com as larvas remanescentes até que todas os
individuos do grupo controle emergissem, perfazendo um periodo total de 10 dias. Os
insetos emergidos em cada frasco foram contados e determinada a taxa de

emergéncia utilizando a seguinte férmula:

o Numero de larvas mortas
Emergéncia % = —; — - x 100
Numero de emergéncia de insetos adultos

Os dados foram tabulados em uma planilha do Excel e quando possivel,
transformados em graficos de regressdo para obtencao de equacdes do célculo da
dose letal (DLso), quantidade de extrato letal para 50% das larvas. A equagao obtida

para os dados de DLso referente ao extrato das inflorescéncias apds 72 horas de
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exposicao foi y=-0,0002x? + 0286x - 5,842 com R?=0,9056. O valor de DLso obtido foi

na concentracdo de 233,32 ppm.

6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Identificacdo das larvas de C. quinquefasciatus

A analise morfoldgica realizada com auxilio do microscopio estereoscopio
permitiu confirmar as caracteristicas marcantes de C. quinquefasciatus como larva
com sifao alongado, desenvolvido localizado no dorso de um abdémen com oito
segmentos, cada um com multiplas cerdas laterais projetadas por um unico ponto,
Além disto as larvas do C. quinquefasciatus possui no lobo anal quatro papilas anais
e cerdas. No adulto é possivel observar o escudo com tegumento marrom recoberto
com escamas amarelo-douradas, tarsos escuros, palpos com escamas brancas no
apice, tergito com segmentos abdominais contendo manchas brancas basais,
esternito recoberto por escamas brancas e occipicio recoberto por escamas
forquilhadas brancas em posicdo anterolateral, pretas nas laterais e posteriores
(Figura 4) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; LAPORTA, 2007).

Figura 4- Caracteristicas morfologicas do C. quinquefasciatus. A. larva do 3° instar, com caracteres
marcantes da espécie; B e C, mosquito adultos apresentando as principais caracteristicas
morfolégicas da espécie. As escamas do escudo estdo em destaque com a seta

/

y”

A \

Fonte: Autora (2022)
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6.2 Caracterizacdo quimica

6.2.1 Prospeccao fitoquimica

Como mostrado na Tabela 1, a prospeccao fitoquimica preliminar revelou
gue os extratos tanto das folhas quanto das inflorescéncias séo ricos em compostos
fendlicos, incluindo flavonoides e taninos. Estes dados corroboram outros estudos
sobre os constituintes quimicos encontrados no género Hyptis tendo como exemplo
Caldas et al. (2020) e Cardoso et al. (2020) que descreveram em suas pesquisas a
presenca de flavonoides e derivados fenélicos em extratos da H. crenata.

A presenca desses fitoquimicos em H. crenata apoiam nitidamente o papel
biologico investigado neste trabalho, pois os compostos fendlicos sdo metabdlitos
secundarios de plantas que desempenham um papel vital na resisténcia das plantas
(SIMMONDS, 2001; DEHGHANIAN et al.,, 2022) e se relacionam com atividade
larvicida e inseticidas (LIMA, 2021; PORTILHO, 2022).

Os taninos podem afetar o desenvolvimento de insetos, a medida que
afetam consideravelmente a digestdo de larvas (PAULIQUEVIS et al., 2021). Ao
mesmo tempo, as flavonas, um subgrupo dos flavonoides, sdo metabdlitos
secundarios com bioatividade comprovada contra A. aegypt (Ferreira, 2020), pois
podem se constituir excelentes larvicidas quando atuam na dissuaséo alimentar de
diferentes artropodes (HO et al., 2003).

Os flavonoides provocam outras alterac6es no desenvolvimento fisioldégico
de insetos, principalmente no comportamento alimentar afetando o nimero e o peso
dos adultos emergentes e ainda atuam inibindo a acdo de proteinas relacionadas a
biossintese de hormdnios necessarios para o processo de muda e metamorfose das
larvas (PAULIQUEVIS et al., 2021; INABA et al., 2022).

Tabela 1- Resultado da prospeccao fitoquimica preliminar realizada sobre os extratos etandlicos de
H. crenata. (+) indica positivo e (-) indica negativo

Constituintes Folha Inflorescéncia
Fenois + +
Taninos + +

Fitoesteroides - -
Alcaloides - -

Flavonoides: Flavonas + +
Fonte: Autora (2022).
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6.2.2 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Constatada a presenca de compostos fendlicos nos extratos pela
prospeccéo fitoquimica preliminar, estes foram submetidos a analises cromatograficas
por CLAE, o que revelou um pool de compostos, dos quais foram identificados acidos
fendlicos e flavonoides. Como mostrado nas Figuras 5 e 6, foram identificados nos
extratos das folhas de H. crenata o &cido vanilico e &cido siringico (tempos 25,60 min
e 26,40 min. respectivamente) e nas inflorescéncias o acido clorogénico, naringenina,
naringina e hesperidina (tempos 26,50 min.; 70 min. e 71.6 min. respectivamente).
Vale ressaltar que no extrato das inflorescéncias, além de ter sido possivel identificar
maior numero de compostos fendlicos, este extrato também exibiu a maior diversidade
de picos, podendo isto indicar um diferencial desta parte da planta quanto ao papel
bioldgico avaliado.

Como colocado por Zulhussnain et al. (2022), certos compostos fendlicos,
como os &cidos fendlicos e flavondides, parecem modular atividades enziméaticas
cruciais em larvas de mosquitos, levando estes organismos a morte. Assim, efeitos
entomocidas de extratos de plantas ricos em compostos fendlicos, incluindo todos os
identificados por CLAE no presente trabalho, é sustentado por varias pesquisas
(SIMMONDS, 2001; RAJKUMAR e JEBANESAN, 2008; Amir et al., 2017; RADWAN
et al., 2022; ZULHUSSNAIN et al., 2022). Radwan et al. (2022), destacam que a
presenca desses compostos confere esse papel biolégico até mesmo quando estédo
incorporados a 6leos essenciais, estes autores demonstraram que 6leos de erva-doce
e cha verde contendo acidos fendlicos e flavonoides, foram eficazes na atividade
larvicida e adulticida contra o mosquito Culex pipiens. Ao mesmo tempo, observa-se
que espectro de atuacado desses compostos parece ser bem amplo contra culicideos,
pois em estudo com &cido vanilico isolado das folhas de Kotschya thymodora, Daniel
et al. (2020), demonstraram que este fitoconstituinte possui atividade larvicida
moderada sobre larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus, uma acao que pode ser

ampliada a medida que ele se associa a outras substancias da planta.
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Figura 5- Fingerprint obtido por CLAE a 280 nm com o extrato das folhas de H. crenata. Em
destaque, os constituintes identificados, acido sinrigico e acido vanilico. As estruturas quimicas
apresentadas séo as dos padrdes auténticos utilizados como referéncia, conforme disponibilizado
pela Sigma®.
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Fonte: Autora (2022).

Figura 6- Fingerprint obtido por CLAE a 280 nm com o extrato da florescéncia de H. crenata. Em
destaque, os constituintes identificados, acido clorogénico, naringenina, naringina e hesperidina. As
estruturas quimicas apresentadas séo as dos padrdes auténticos utilizados como referéncia,
conforme disponibilizado pela Sigma®.
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2.3 Bioensaios in vitro

O estudo in vitro realizado com os extratos das folhas e inflorescéncias de

H. crenata, revelaram que esta planta é capaz de alterar o desenvolvimento larval e
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emergéncia de mosquitos. A mortalidade das larvas foi verificada apés 24 e 72 horas
de exposicdo aos extratos. No periodo especificado, ndo foi possivel determinar a
DLso do extrato das folhas, a mortalidade maxima para este extrato foi 36,7% na maior
concentracéo testada no periodo mais longo avaliado.

Estes dados dos bioensaios sdo consistentes com o que foi observado na
analise CLAE quanto a constituicdo dos dois extratos avaliados. Isto leva a inferir que
maior parte dos componentes das Inflorescéncias de H. crenata tem ag&o sobre o
desenvolvimento de mosquitos, pois assim como o extrato dessa parte da planta
apresentou maior diversidade de picos, também se mostrou mais eficiente quanto a
atividade larvicida com uma mortalidade de 73,33% (Figura 7), com uma DLso de
233,32 ppm apos 72 horas de exposi¢do. A analise nos dois periodos de exposicéo,
24 e 72 horas, para o extrato das inflorescéncias deixou evidente que a acao larvicida

foi proporcional ao aumento da concentracdo do extrato.

Figura 7- Demonstra¢@o da mortalidade de larvas do C. quinquefasciatus do 3° estagio apods a
exposicdo de 24 e 72 horas com extrato da inflorescéncia da H. crenata.
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Fonte: Autora (2022).

Quanto ao efeito dos extratos sobre o desenvolvimento completo dos
mosquitos, foi constatado que embora a planta ndo atue de forma tdo rapida na

eliminacdo das larvas ele atua sobre a emergéncia dos insetos adultos. Pois neste



40

experimento, as larvas permaneceram expostas aos extratos até a total emergéncia
dos mosquitos do grupo controle (10 dias). E como mostrado na Figura 8, a
emergéncia de mosquitos adultos foi dependente da concentracdo tanto dos extratos
das folhas como das inflorescéncias, observando 100% de inibicdo a partir de 250
ppm na inflorescéncia e 500 ppm nas folhas. Isto demonstra que tanto as folhas,
embora menos téxicas que as inflorescéncias, podem impedir a emergéncia de
mosquitos de forma eficiente, aspecto que possibilita avaliar com mais facilidade a
utilizacdo dessa planta para o desenvolvimento de um produto biotecnoldgico de
emprego no controle de mosquitos vetores de doencas humanas.

Figura 8- Demonstracao das andlises da atividade de inibicdo de emergéncia dos mosquitos C.
quinquefasciatus ap6s 10 dias de exposicao ao extrato da inflorescéncia e folhas da H. crenata.
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Fonte: Autora (2022).

A integracdo dos dados obtidos neste trabalho com outros disponiveis na
literatura sobre extratos de H. crenata torna evidente a possibilidade do
desenvolvimento de um produto biotecnoldgico entomocida a partir dessa planta. No
entanto, alguns estudos precisam ser desenvolvidos visando o melhor manejo da
planta e formas de extracdo. Como exemplo, temos a comparacdo dos valores da
DLso do presente trabalho que utilizou extratos, com os resultados do trabalho de
Ramos (2014), que utilizou o 6leo essencial das folhas, sendo este ultimo

acentuadamente mais toxico para larvas de mosquito. Isto demonstra que as partes
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das plantas mais eficientes quanto a atividade entomocida e a forma de extracao
precisam ser mais bem estudadas para que o potencial biotecnoldgico da planta seja

melhor explorado.
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CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo quimica dos extratos das folhas e inflorescéncias de H.
crenata revelou que esta planta é rica em compostos fendlicos, incluindo taninos e
flavonoides, importantes no controle de insetos, dos quais foram identificados o acido
vanilico, acido siringico, acido clorogénico, naringenina, naringina e hesperidina,
sendo predominantes nas inflorescéncias.

Os bioensaios com o organismo modelo C. quinquefasciatus evidenciaram
gue extratos de H. crenata atuam significativamente sobre o desenvolvimento de
mosquitos potencialmente transmissores de doencas, podendo provocar mortalidade
larval e comprometimento da emergéncia chegando a 100% de inibicdo deste Gltimo
aspecto.

H. crenata apresenta grande potencial de aplicacao biotecnolégica para o
desenvolvimento de produtos entomocidas, porém ainda sdo necessarios alguns
estudos visando entender quais partes da planta devem ser melhor exploradas para
esta finalidade, bem como o desenvolvimento de metodologias de extracdo mais
eficazes na obtencdo dos bioativos da planta importantes neste papel bioldgico,
sugerindo a continuidade de pesquisas sobre os bioativos presentes na planta

estudada e sua funcdo no controle de mosquitos.
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